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INTRODUÇÃO
O ácido ribonucléico (RNA) é geralmente conhe-
cido como a molécula intermediária no processo de trans-
missão da informação genética codificada pelo ácido
desoxirribonucléico (DNA) e traduzida em proteínas
pelo ribossomo. Esse processo de transferência da infor-
mação genética é conhecido como o dogma central da
biologia molecular (figura 1). Entretanto, a função bio-
lógica do RNA é bastante mais complexa, e estudos re-
alizados nos últimos 5 anos têm praticamente redefinido
o papel do RNA na biologia molecular, ao revelarem
seu papel no controle da expressão gênica. Essa desco-
berta é importante não só para o entendimento dos pro-
cessos celulares em condições normais e patológicas, mas
também por representar uma poderosa ferramenta para
o estudo da função dos genes a partir de seu
silenciamento, sendo uma alternativa potencial para o
tratamento de diversas doenças.
Na década de 1980, foi demonstrado que a intro-
dução de um RNA com orientação oposta ao RNA nor-
mal era capaz de diminuir os níveis da proteína codifi-
cada por aquele RNA (1,2). Esse mecanismo foi deno-
minado de RNA anti-sentido (antisense, figura 2), e ima-
ginava-se que a diminuição na síntese protéica decor-
resse do pareamento entre as duas fitas de RNA com-
plementares, o que impediria sua ligação ao ribossomo.
Essa técnica foi amplamente utilizada em modelos ex-
perimentais, sendo conhecida também como knock-
down, uma vez que a perda da expressão não era total
como ocorre nos modelos knock-out. Em 1998, Mello &
Fire descobriram um mecanismo muito mais específico
e eficiente de silenciamento gênico: o RNA de interfe-
rência (RNAi) (3). Essa descoberta lhes valeu o Prêmio
Nobel de Medicina e Fisiologia de 2006.
O que Mello & Fire observaram foi que a intro-
dução de um RNA dupla fita na célula era capaz de
praticamente eliminar a expressão da proteína codi-
ficada por aquele RNA, de maneira muito mais efici-
ente do que o RNA anti-sentido. Os experimentos
descritos no artigo da revista Nature são extremamen-
te elegantes e simples. Os autores compararam a di-
minuição da expressão de uma proteína no modelo
animal C. elegans através da introdução de moléculas
de RNA com sentido normal, anti-sentido ou dupla
fita e verificaram que a dupla fita de RNA apresenta-
va o melhor resultado. Além disso, testaram o ponto
em que o mecanismo ocorria através da introdução
de fitas duplas correspondentes a diferentes regiões
do gene: promotor, íntron ou éxon. Se o silenciamento
ocorresse apenas nos dois primeiros casos (promotor
e íntron), isso significaria que ele tinha lugar no nú-
cleo da célula. Ao contrário, foi observado que o
silenciamento ocorria apenas quando o RNA de fita
dupla inserido correspondia a regiões exônicas, o que
significa que o mecanismo ocorre no citoplasma e é
dirigido ao RNA maduro (sem íntrons). Dessa forma,
os autores concluíram tratar-se de um mecanismo de
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silenciamento pós-transcricional (3). Essa conclusão
foi reafirmada em outro trabalho do mesmo grupo ain-
da em 1998 (4).
Os detalhes do processo pelo qual o
silenciamento ocorre foram elucidados em pouco tem-
po (5,6) e envolvem uma série de enzimas capazes de
reconhecer e clivar moléculas de RNA mensageiro.
Inicialmente, uma enzima chamada Dicer reconhece
e cliva moléculas de RNA de fita dupla em fragmen-
tos de cerca de 21 pares de bases. Em seguida, esses
fragmentos são reconhecidos por um complexo
enzimático chamado RNA-Induced Silencing Complex
(RISC), do qual fazem parte várias enzimas, entre elas
a Slicer, uma proteína da família dos argonautas. O
RISC liga-se a uma das fitas do RNA e percorre o
citoplasma em busca de fragmentos complementares
a essa região. Quando esses fragmentos são encon-
trados, eles se pareiam à região complementar, e o
Figura 1. O dogma central da biologia molecular. Na verdade, uma supersimplificação dos processos envol-
vidos na transformação da informação genética codificada pelo DNA em uma proteína composta por
aminoácidos.
DNA = ácido desoxirribonucléico; mRNA = ácido ribonucléico mensageiro.
Figura 2. Mecanismo de ação do RNA antisenso. A inibição da transcrição ocorre por pareamento,
que explica a baixa eficiência do silenciamento (relação 1:1 entre mRNA-alvo e antisenso). Nem todos
os nucleotídeos do mRNA estão representados.
RNA = ácido ribonucléico; mRNA = ácido ribonucléico mensageiro.
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RNA mensageiro é clivado, impedindo a sua tradu-
ção e, conseqüentemente, a formação da proteína
(7,8). A figura 3 demonstra de forma esquemática o
mecanismo de ação do RNAi.
Inicialmente, imaginou-se que esse mecanismo
ocorresse apenas em condições experimentais, porém
logo se descobriu tratar-se de um mecanismo natural
e amplamente distribuído entre os diferentes organis-
mos (mamíferos, insetos, plantas). Acredita-se que o
papel da RISC e da Dicer seja o de proteção contra
infecções virais, já que, normalmente, a presença de
RNA dupla fita é um evento associado a certos tipos
de vírus (9). Além disso, em 2001, descobriu-se que
o mecanismo de RNAi faz parte do sistema de con-
trole da expressão gênica de eucariotos através do
microRNA (miRNA) (10,11). O miRNA é uma pe-
quena molécula de RNA que forma uma alça de cer-
ca de 21 nucleotídeos, que sofre a ação da Dicer e
ligação ao RISC para silenciamento do RNA-alvo.
Geralmente, um miRNA é capaz de silenciar mais de
um gene, e cada gene sofre a ação de vários miRNA.
Atualmente, existem várias bases de dados de miRNA
que estão disponíveis para consulta na internet (12).
Mais recentemente, mecanismos semelhantes ao
RNAi têm sido descritos como envolvidos na manu-
tenção da condensação da heterocromatina presente
em regiões não-transcritas do DNA (13,14) e tam-
bém na regulação da expressão gênica durante o de-
senvolvimento (15).
De qualquer forma, o uso do RNAi como uma
ferramenta de estudo tornou-se amplamente difundi-
do. A figura 4 mostra o número de publicações no
PubMed, por ano, pesquisadas com a palavra-chave
RNA interference. O principal motivo é que os níveis
de silenciamento alcançados com essa técnica chegam
a mais de 90%, tornando possível a criação de linha-
gens celulares sem a expressão do gene de interesse de
forma muito mais barata do que a partir da criação de
animais knock-out por técnicas convencionais de in-
terrupção gênica.
Figura 3. Mecanismo de ação do RNAi. Uma molécula de RNA dupla fita (no caso, um short hairpin
RNA) inserida na célula é clivada pela enzima Dicer (1). Em seguida, uma das fitas liga-se ao RISC
(2) e sai em busca de moléculas homólogas (3). Com a ligação do mRNA-alvo ao complexo (4), a
Slicer cliva o mRNA-alvo, impedindo a sua tradução (5). O complexo permanece ativo e pode silenciar
outras moléculas de mRNA-alvo (6). Note que o silenciamento também pode iniciar diretamente no
passo 2, com a adição de siRNA.
RNA = ácido ribonucléico; RNAi = RNA de interferência; RISC = RNA-Induced Silencing
Complex; mRNA = ácido ribonucléico mensageiro; siRNA = small interfering RNA.
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Como um mesmo fragmento de RNA ligado ao
RISC é capaz de silenciar várias moléculas de RNA
mensageiro (mRNA), fica claro por que o silenciamento
por RNAi é mais eficiente que o RNA anti-sentido.
Porém, o que não é tão claro é como um fragmento de
apenas 21 nucleotídeos pode ser específico no
silenciamento de genes que, normalmente, possuem um
mRNA de cerca de 3.000 nucleotídeos. Esse ponto ain-
da é controverso. Por um lado, vários estudos demons-
tram a especificidade do silenciamento, que pode che-
gar, inclusive, a discriminar duas moléculas de RNA-
alvo que diferem por apenas um nucleotídeo (16). Por
outro lado, existem vários estudos alertando para os
efeitos indesejados do silenciamento gênico usando
RNAi (17). É preciso deixar claro que esses estudos
muitas vezes envolvem a administração de grandes
quantidades de RNAi de forma sistêmica, e que os efei-
tos são observados em órgãos com alto grau de expres-
são gênica, como o fígado. Porém, em nível experimen-
tal, é muito mais comum a falha na seqüência dese-
nhada do RNAi em silenciar o gene de interesse do
que o inverso – a tal ponto que as empresas que ven-
dem essas moléculas anunciam que, de cada três mo-
léculas desenhadas, estima-se que apenas uma vá de
fato funcionar.
Entre as estratégias para o uso de RNAi, está a
administração direta de moléculas de RNA dupla fita
de 21 pares de bases, os short interfering RNA (siRNA).
Figura 4. Número de publicações com a palavra-chave RNA interference disponíveis
no PubMed por ano.
*Dados até outubro de 2006.
Essas moléculas não necessitam da presença da Dicer e
ligam-se diretamente ao RISC, mas o silenciamento in-
duzido é temporário. Outra estratégia é a administração
de vetores que contenham a seqüência de interesse trans-
crita sob a forma de uma alça, ou short hairpin RNA
(shRNA), semelhante aos miRNA. Nesse caso, o tem-
po de silenciamento é maior, podendo, inclusive, ser
permanente se for usado um vetor adequado (18). Além
disso, modificações nos vetores podem tornar a expres-
são do shRNA tecido-específico, o que aumenta ainda
mais a especificidade e a segurança dessa terapia. Ao
contrário do que ocorre em plantas, em mamíferos, a
via de silenciamento não se autoperpetua e, portanto,
só é ativa enquanto houver moléculas de RNA dupla
fita presentes na célula (19).
Além de reformular o conceito do papel do RNA
na fisiologia celular, a descoberta do RNAi modificou
as possibilidades de estudo das funções dos genes in
vitro e possibilitou uma nova área de atuação para a
terapia gênica. Até então, terapia gênica era sinônimo
de introdução de um gene funcional na célula. A par-
tir da descoberta do RNAi, tornou-se possível também
atuar de forma a silenciar a expressão de um gene, seja
para fins de estudo, seja com fins terapêuticos. Além
disso, por se tratar de um mecanismo pós-
transcricional, não há alteração do genoma celular. Da
mesma forma, todos os trabalhos que envolvessem a
inibição da ação de uma proteína eram mediados pelo
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uso de anticorpos contra a proteína em questão ou
contra os seus ligantes. Entretanto, a falta de
especificidade tecidual do anticorpo acarreta uma sé-
rie de efeitos colaterais. A partir do uso de RNAi, es-
pera-se que seja possível uma administração e expres-
são localizada do RNA dupla fita para um silenciamento
gênico tecido-específico.
Várias companhias já possuem produtos em fase
de testes pré-clínicos, e pelo menos um produto já está
em ensaio clínico de fase I. As doenças que são passíveis
de tratamento por RNAi são aquelas que envolvem a
expressão de um gene anormal, como o câncer, as infec-
ções virais, certas doenças neurodegenerativas (como
doença de Huntington e de Machado-Joseph), entre
outras. Os principais alvos para uso clínico do RNAi,
atualmente, concentram-se nas doenças virais, pois as
seqüências-alvo são muito diferentes das seqüências do
hospedeiro, diminuindo a possibilidade de efeitos
indesejados (off-target) (20). Estudos in vivo em roedo-
res têm demonstrado a possibilidade de uso dessa
tecnologia em doenças como hepatite B (21), e um es-
tudo em primatas não-humanos demonstrou a seguran-
ça e a eficácia do silenciamento do gene ApoB para re-
dução nos níveis de colesterol e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (22).
No Centro de Pesquisas do Hospital de Clínicas
de Porto Alegre, o Centro de Terapia Gênica possui
um projeto em andamento para o uso de RNAi para o
fator de transformação do crescimento- ²1 (TGF-²1)
em um modelo animal de fibrogênese hepática por li-
gadura de ducto biliar, em colaboração com o Labora-
tório de Hepatologia Experimental. O plasmídeo con-
tendo a seqüência-alvo para TGF-²1 encontra-se à dis-
posição para uso de outros grupos de pesquisa interes-
sados na aplicação dessa metodologia em diferentes
modelos experimentais.
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